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В обзоре рассмотрены различные структурные варианты цианотоксинов, их физические
и химические свойства, механизмы токсического воздействия, методы определения в объек-
тах окружающей среды. Цианобактерии продуцируют вторичные метаболиты, которые мо-
гут быть высокотоксичными для людей и животных. Начиная с 2000-х гг. цианобактериаль-
ные цветения часто регистрируются в России. В большинстве исследованных водных объек-
тов России было отмечено доминирование более 20 потенциально токсичных цианобактери-
альных видов родов Aphanizomenon, Dolichospermum, Planktothrix, Microcystis. Для пресно-
водных водоёмов наиболее опасны высокотоксичные нейротоксины (анатоксин-а, анатоксин-
а (s) и сакситоксины) и широко распространённые микроцистины. Библиогр. 186 назв. Ил. 4.
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1. Сине-зелёные водоросли в окружающей среде. Токсичные метаболи-
ты сине-зелёных водорослей — цианотоксины. Сине-зелёные водоросли, или ци-
анобактерии — древнейшие организмы, способствовавшие образованию атмосферы на
планете [1]. Благодаря способности к фотосинтезу и связыванию азота из атмосферы
и окружающей среды их относят к растениям, а именно к сине-зелёным водорослям.
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Однако исходя из строения клетки, схожего с бактериальной, наличия в ней рибосом,
а также муреиновой клеточной стенки их также причисляют к прокариотам, имеющим
грамотрицательную характеристику [2]. Цианобактерии характеризуются высокой спо-
собностью к адаптации, распространены практически повсеместно, могут находиться во
всех экосистемах от наземных до водных сред обитания, в том числе и в экстремальных
условиях (горячие источники, гиперсолёные среды и ледники) [3, 4]. На сегодняшний
день установлено, что 46 видов цианобактерий способны продуцировать токсичные ме-
таболиты (цианотоксины) [5], которые представляют опасность для здоровья людей
и животных [6].
Известно, что массовому развитию цианобактерий («цветению») способствует эв-
трофирование водоёмов [7]. В настоящее время цианобактериальное «цветение» стано-
вится всё более интенсивным и широко распространённым даже в ранее «не цветших»
водоёмах. Повышение среднегодовых температур (изменение планетарного климата)
и высокая концентрация биогенных веществ в водоёмах аддитивно воздействуют на
увеличение темпов роста именно токсигенных видов цианопрокариот [8]. Периоды уве-
личения биомассы цианобактерий заканчиваются массовым отмиранием клеток, ли-
зисом (разрушением) клеточной стенки и последующим выбросом внутриклеточных
цианотоксинов в воду.
В организм человека токсины попадают в результате употребления загрязнённой
воды или морепродуктов, а также при рекреационном использовании «цветущих» при-
родных водоёмов [9, 10]. Степень поражения при отравлении цианотоксинами в за-
висимости от полученной дозы может быть от лёгкой до летальной; симптомы очень
разнообразны и могут проявляться в виде гастроэнтеритов, абдоминальных болей, по-
ражений печени и почек, воспаления горла, аллергических и дерматологических про-
явлений, судорог, паралича, удушья [6].
Цианобактериальное «цветение» водоёмов признано ООН одной из актуальных про-
блем современного мира [11]. В некоторых странах подобные токсичные «цветения»
водоёмов рассматривают в качестве национальной проблемы: создаются специальные
центры для их изучения и контроля, разрабатываются различные меры по предотвра-
щению «цветений» и очищению постоянно «цветущих» водоёмов [12–15]. В последние
десятилетия цианобактериальные «цветения» всё чаще регистрируются на террито-
рии Российской Федерации, в водоёмах обнаружено более 20 потенциально токсичных
видов цианобактерий [16]. Экстремальные последствия «цветения» возникают в водоё-
мах южных и центральных регионов России. Недавним примером этому служит чрез-
вычайная ситуация, сложившаяся в Цимлянском водохранилище в октябре 2009 г.,
когда массовые скопления цианобактерий привели к засорению водозаборных соору-
жений и прекращению подачи воды жителям г. Волгодонска [17]. Регистрируются ре-
гулярные случаи массовой гибели рыб в Азовском море [18], Куршской и Вислинской
лагунах Балтийского моря [19]. Однако данные по определению содержания циано-
токсинов в водоёмах малочисленны и, как правило, носят отрывочный характер, что
не позволяет реально оценить степень опасности цианобактериального «цветения» во-
доёмов на территории России. Таким образом, определение содержания цианобакте-
риальных токсинов в водоёмах Российской Федерации представляет исключительную
важность.
Цианотоксины подразделяют по способу воздействия на живые организмы на
несколько групп, из которых для пресноводных водоёмов наиболее актуальны нейро-
токсины (сакситоксины, анатоксины) из-за высокой токсичности и гепатотоксины (мик-
роцистины, MCYST) вследствие их высокой стабильности и распространённости [9].
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2. Цианобактериальные токсины. 2.1. Нейротоксичные метаболиты.
Среди нейротоксичных анатоксинов выделяют сакситоксины, анатоксин-a и анаток-
син-a(s).
2.1.1. Сакситоксины. Сакситоксины, также известные как «паралитические яды
моллюсков» (paralytic shellﬁsh toxins, PSTs), являются одними из известных сильно-
действующих природных токсинов. Их также называют «фактором быстрой смерти»,
поскольку смерть при употреблении летальной дозы наступает в течение 15 мин — 12 ч
[20, 21]. Благодаря экстремально низкому значению LD50 сакситоксины рассматрива-
лись в качестве химического оружия [22]. В настоящее время они включены в список 1






















Первоначально считалось, что продуцентами этих токсинов
являются только морские динофитовые водоросли родов Alexan-
drium, Gymnodinium и Pyrodinium [23], «цветение» которых при-
водит к массовым заморам рыбы, отравлениям диких живот-
ных и домашнего скота [11]. В настоящее время установлено, что
некоторые роды пресноводных сине-зелёных водорослей — Aph-
anizomenon, Dolichospermum, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Scy-
tonema, Planktothrix и Raphidiopsis — также могут синтезировать
сакситоксины [11, 20, 23]. В связи со способностью аккумулироваться в водных организ-
мах (например, в моллюсках Gonyaulax ) [24] сакситоксины могут являться причиной
случаев массового отравления при употреблении в пищу заражённых морепродуктов
и воды [23, 25, 26].
К сакситоксинам причисляют более 57 соединений, относящихся к триалкилтетра-
гидропуринам.
Заместители R1–R4 могут быть представлены гидроксильными, карбоксамидными
и сульфатными группами. Варианты расположения заместителей в структуре сакси-
токсинов приведены в табл. 1 [11, 23].
Традиционно сакситоксины подразделяют на три основные группы:
1) карбаматные (сакситоксин, неосакситоксин и гониатоксины 1-4 (GTX 1-4));
2) сульфокарбамоильные (В 1-2, С 1-4);
3) декарбамоильные (dcSTX, dc-neoSTX, и dc-GTX1-4).
Эти группы различаются по токсичности: карбаматные — наиболее токсичны, кар-
бамоильные — менее токсичны, сульфокарбамоильные — в десятки раз менее токсичны,
согласно данным токсикологических исследований на мышах при внутрибрюшинном
введении [11, 23].
В основном сакситоксины — водорастворимые соединения. Их стабильность зави-
сит от молекулярной структуры каждого из представителей сакситоксинов и рН сре-
ды [27]. Большинство сакситоксинов стабильны в кислых растворах, а в щелочных
быстро разлагаются даже при комнатной температуре. На стабильность соединений
также влияет присутствие и расположение сульфатной группы, вид заместителя R1
(гидроксильная группа или протон) [28, 29]. В структуре всех представителей группы
сакситоксинов присутствуют две гуанидиновые группировки. Исследования, проведён-
ные методом ядерного магнитного резонанса, показали, что гуанидиновый заместитель,
принадлежащий пиримидиновому циклу, имеет обычное для такой группировки значе-
ние pKBH+ = 11,3. У гуанидинового заместителя имидазольного цикла pKBH+ = 8,3;
это значение является аномально низким, что может быть связано с влиянием сосед-
них атомов азота [30, 31]. Согласно данным кристаллографического рентгеновского
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Таблица 1
Некоторые наиболее распространённые модификации
структуры соединений группы сакситоксинов
Соединения R1 R2 R3 R4
Сакситоксин (STX) H H H CONH2
Неосакситоксин (neoSTX) OH H H CONH2
Гониатоксин 1(GTX 1) OH OSO−3 H CONH2
Гониатоксин 2 (GTX 2) H OSO−3 H CONH2
Гониатоксин 3 (GTX 3) H H OSO−3 CONH2
Гониатоксин 4 (GTX 4) OH H OSO−3 CONH2
Декарбамоильный гониатоксин 1 (dcGTX 1) OH OSO−3 H H
Декарбамоильный гониатоксин 2 (dcGTX 2) H OSO−3 H H
Декарбамоильный гониатоксин 3 (dcGTX 3) H H OSO−3 H
Декарбамоильный гониатоксин 4 (dcGTX 4) OH H OSO−3 H
Гониатоксин 5 (GTX 5) B1 H H H CONHSO−3
Гониатоксин 6 (GTX 6) B2 OH H H CONHSO−3
C1 H OSO−3 H CONHSO
−
3
C2 H H OSO−3 CONHSO
−
3
C3 OH OSO−3 H CONHSO
−
3
C4 OH H OSO−3 CONHSO
−
3
исследования, связь N8–С9 длиннее других двух связей [32]. В нейтральных растворах
наиболее вероятно присутствие сакситоксина в форме двухзарядного иона с располо-
жением протонов на гуанидиновых группировках.
Данные по определению токсичности аналогов сакситоксинов очень обширны. При
использовании метода биотестирования проводится оценка общей токсичности образца.
Однако оценка токсичности разными исследовательскими группами часто приводится
в различных единицах. Получаемые значения в некоторых случаях существенно раз-
личаются в зависимости от пути поступления токсина в организм.
Инструментальные аналитические подходы, включающие жидкостную хроматогра-
фию с ультрафиолетовым или флуоресцентным детектированием или масс-спектромет-
рическое обнаружение, позволяют количественно определять структурные варианты
токсинов с использованием калибровочных зависимостей, построенных для растворов
сертифицированных стандартных соединений. Однако не все стандартные соединения
коммерчески доступны в связи с их высокой токсичностью и большим разнообразием
структурных вариантов. Количественного определения суммарного содержания струк-
турных вариантов токсинов недостаточно для мониторинга и принятия регулирую-
щих решений, поскольку разные аналоги могут иметь различные токсические свой-
ства. Установлено, что не менее 18 структурных аналогов обладают токсичностью [23],
а максимальную токсичность среди всех структурных вариантов проявляет сакситок-
син [33]. С учётом того, что в природных средах варианты сакситоксинов находятся
в различных сочетаниях, для оценки токсичности применяют международные системы
коэффициентов (факторов) эквивалентной токсичности (TEF), основанные на опреде-
лении отношения токсичности каждого из аналогов к токсичности наиболее токсично-
го соединения группы — сакситоксина. На основании данных исследований (опыты на
нейронных клетках и биотестирование на мышах) с использованием сертифицированн-
ных аналогов сакситоксинов Европейская организация по безопасности продовольствия
(EFSA) предложила значения эквивалентов токсичности (TEF) для ряда сакситокси-
нов [34]. Позже полученные значения были пересчитаны на основе данных, полученных
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при пероральном введении токсинов. В большинстве случаев установленные значения
были аналогичны результатам, полученным при помощи внутрибрюшинного введения,
однако для некоторых структурных аналогов (например, dcSTX и dcNeoSTX) наблю-
дались существенные различия [35]. Значения факторов эквивалентной токсичности
соединений — аналогов сакситоксинов, установленные при использовании различных
методов введения токсинов мышам, приведены в табл. 2 [35].
Таблица 2
Значения эквивалентов токсичности (TEF) соединений,
относящихся к сакситоксинам, установленные





(Oshima, 1995) LD50, в/б
LD50, введение EFSAчерез зонд
Сакситоксин (STX) 1,00 1,00 1,00 1,00
Неосакситоксин (neoSTX) 0,92 3,12 1,70 1,00
Гониатоксин 1(GTX 1) 0,99 1,00
Гониатоксин 2 (GTX 2) 0,36 0,40
Гониатоксин 3 (GTX 3) 0,64 0,60
Гониатоксин 4 (GTX 4) 0,73 0,70
Гониатоксин 5 (GTX 5) 0,06 0,22 0,06 0,10
Гониатоксин 6 (GTX 6) 0,12 0,04 0,10
Декарбамоильный
0,51 0,79 0,46 1,00
сакситоксин (dcSTX)
Декарбамоильный
0,06 0,22 0,40неосакситоксин (dcNeoSTX)
Декарбамоильный
0,15 0,20гониатоксин 2 (dcGTX 2)
Декарбамоильный
0,38 0,40





В настоящее время по нормативам ЕС введены только ограничения содержания сак-
ситоксинов в мясе моллюсков, предельно допустимая концентрация (ПДК) составляет
800 мкг STX/кг. Международные стандарты их ПДК в воде не разработаны. Одна-
ко в некоторых странах, где регулярно отмечаются цианобактериальные «цветения»
водоёмов, сопровождающиеся выделением нейротоксинов, введены региональные нор-
мативы для питьевой воды. Так, в Австралии и Бразилии ПДК составляет 3 мкг SXT/л
питьевой воды [36].
Основной токсический эффект сакситоксинов проявляется в блокировании натрие-
вых каналов при связывании с рецепторами вблизи наружной поверхности клетки, что
препятствует формированию потенциала действия возбудимых мембран, вследствие
чего нарушается проведение нервных импульсов по нейронам. Связывание токсинов
с белками ионных каналов обратимо. In vitro яды могут быть удалены с поверхности
возбудимой мембраны путём простого отмывания биопрепарата. В случае нелетальной
дозы соединения выводятся через почки, и пострадавшие восстанавливаются в течение
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нескольких дней до полного исчезновения симптомов. В малых дозах действие сакси-
токсинов сходно с действием местных анестетиков [11].
Предложено несколько моделей взаимодействия молекулы сакситоксина и натрие-
вого канала. Одной из первых была модель ковалентного связывания, предполагаю-
щая наличие химической связи между двумя геминальными гидроксильными группа-
ми у атома С в положении 12 в структуре сакситоксина, и нуклеофильными группами
(ОН, NH2, SH) на поверхности белка, образующего натриевый канал. Модель ковалент-
ной связи могла объяснить прочное связывание с токсином [37].
В качестве альтернативы была предложена трёхцентровая модель связывания
(three-point binding model), которая осуществляется посредством водородных связей
с вышеупомянутыми геминальными группами на атоме С12 и ион-парным взаимодей-
ствием гуанидиновой группы и анионного сайта на наружной поверхности мембра-
ны [37]. Трёхцентровая модель подтверждается фактом сохранения активности у ди-
гидросакситоксинов (сакситоксинолов или 11-деоксисакситоксинов), которые не могут
образовывать ковалентную связь [38, 39]. Другими словами, способность образовывать
ковалентную связь (согласно модели ковалентного связывания) не является необходи-
мой для взаимодействия с натриевым каналом.
При использовании метода точечных мутаций было установлено, что поочерёдная
замена аспарагиновой аминокислоты в положении 384 и 1717 на аспарагин и глутами-
новой аминокислоты в положениях 387, 942 и 945 на глутамин приводила к снижению
токсического действия [40–43].
Согласно этим данным, гуанидиновые заместители в циклах пиримидина и ими-
дазола и атомы азота имидазольного кольца связываются с карбоксильными группа-
ми натриевого канала. Таким образом, токсин оказывается в «кармане» в окружении





























Рис. 1. Схема взаимодействия сакситоксина и аминокислот натриевого канала
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2.1.2. Анатоксин-а. Анатоксин-а (AN-a) — нейротоксичный алкалоид — первый
цианотоксин, который был химически и функционально определён в 1972 г. [44].
Впервые выделен из вида Dolichospermum (Anabaena) ﬂos-aquae [44]. Позднее уста-




Aphanizomenon, Cylindrospermum, Oscillatoria, Planktothrix и Raphid-
iopsis [45–48]. Зарегистрировано присутствие AN-a в водоёмах Евро-
пы, Северной Америки и других стран [49, 50]. Анатоксин-а пред-
ставляет собой бициклический вторичный амин, по систематической
номенклатуре — 2-ацетил-9-азабицикло-[4.2.1]нон-2-ен [44].
АN-а является агонистом ацетилхолина и специфическим блокатором никотиновых
ацетилхолиновых рецепторов [49, 51]. Причём связывание рецептора с анатоксином-а
является необратимым, поскольку гидролиз аддукта с помощью ацетилхолинэстеразы
не происходит. Таким образом, н-холинрецептор остаётся заблокированным в откры-
том положении, что приводит к деполяризации мембраны и в дальнейшем — к де-
сенсетизации рецептора. В таком состоянии н-холинорецептор не пропускает катионы,
что приводит к нарушению нервно-мышечной передачи [52]. Воздействие AN-a на ды-
хательную систему приводит к недостатку подачи кислорода к мозгу, последующим
судорогам и смерти от удушья. АN-а — примерно в 20 раз более мощный никотиновый
агонист по сравнению с ацетилхолином [49]. В работах [53, 54] было установлено, что
при связывании токсина с н-холинрецептором значительную роль играет конформация
боковой цепи.
Анатоксин-a легко фотодеградирует до нетоксичных продуктов под действием сол-
нечного света и при высоких значениях рН [49]. В эвтрофных озёрах период полурас-
пада AN-a составляет обычно менее 24 ч [9]. Быстрая деградация AN-a представляет
проблемы при определении его содержания. Согласно работе [49], образцы с вероятным
содержанием AN-a следует защищать от света, подкислить и хранить при −20℃ для
предотвращения разложения.
Анатоксин-а, как и сакситоксин, является ядом быстрого действия и «фактором
очень быстрой смерти» [49]. Случаи отравления, вызванные нейротоксическими «цве-
тениями», отмечены в работах начиная с 1930-х гг. [46, 55–58]. Смерть животного может
произойти в течение времени от нескольких минут до нескольких часов после воздей-
ствия в зависимости от размера животного и количества потреблённого токсина. LD50
(мыши, внутрибрюшинно) составляет 200 мкг/кг [44]. Симптомами отравления явля-
ются паралич, мышечные судороги, удушье, конвульсии. Тем не менее приём внутрь
сублетальной дозы AN-a не оставляет никаких хронических последствий, признаков
повреждения органов, а сам токсин быстро разлагается [49, 50].
В связи с тем что имеющиеся данные свидетельствуют о незначительных проблемах
со здоровьем, вызванных хронической токсичностью (по сравнению с острой токсично-
сти) [9], ВОЗ в 1999 г. сделала заключение, что данных о токсичности AN-a недоста-
точно для установления безопасного уровня потребления.
Однако некоторые страны разрабатывают собственные нормативы. Например, Де-
партамент здравоохранения штата Вашингтон рекомендует допустимое содержание
в воде, равное 1 мкг/л, на основании результатов, полученных в работе [59]. Такое
же значение установили в Hовой Зеландии [60] и штате Орегон, США [61].
В связи с использованием анатоксина-а в фармакологии для исследования заболе-
ваний, вызванных недостатком ацетилхолина, были разработаны различные схемы его
органического синтеза [62].
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2.1.3 Анатоксин-а(s). Анатоксин-а(s) (AN-a(s)) — эфир фосфорной кислоты и цик-








ﬂos-aque (NRC 525-17 [63],D. lemmermannii [64], D. spirolides. [65].
Механизм действия анатоксина-а(s) подобен действию органо-
фосфатных и карбаматных инсектицидов типа параксона [66]
и проявляется в необратимом ингибировании ацетилхолинэстера-
зы. Накопление ацетилхолина приводит к нарушению проведения
нервных импульсов и к параличу. Ацетилхолин (ACh) осуществ-
ляет связывание мембранных рецепторов, что приводит к непрерывной стимуляции
мышц. Когда поражаются респираторные мышцы, смерть возникает в результате ре-
спираторной недостаточности и гипоксии мозга [67, 68]. При отравлении у мышей на-
блюдались слезотечение, вязкое слюноотделение, судороги и респираторный дистресс.
LD50 (мыши, внутрибрюшинно) составляет 20–40 мкг/кг [69].
Анатоксин-а(s) нестабилен в щелочных средах [67]. Данные о нахождении анаток-
сина-a(s) в объектах окружающей среды малочисленны [64, 65, 70]. С его присутствием
связывают смертельные случаи отравления домашних собак и водоплавающих птиц,
наблюдавшиеся в Канаде, и диких птиц — в Германии [64, 67, 71]. Сообщения об опре-
делении токсина в объектах окружающей среды основаны на результатах токсикологи-
ческих тестов на животных и иммуноферментных методах анализа на ингибирование
ацетилхолинэстеразы. Однако эти методы не являются чувствительными и селектив-
ными для однозначного определения данного токсина [64].
2.2. Гепатотоксичные метаболиты. В пресноводных водоёмах микроцисти-
ны (MCYST) являются наиболее распространёнными токсичными метаболитами ци-
анобактерий. Продуцентами MCYST в пресноводных водоёмах являются виды родов
Microcystis, Planktothrix, Dolichospermum, Phormodium и Anabaenopsis [72]. К группе
MCYST относят более 80 циклических гептапептидов с молекулярной массой в интер-





































Общая структура MCYST содержит цикл из семи аминокислот, пять из которых
постоянны в составе соединений этого класса, включая характеристическую Adda-
кислоту (3-амино-9-метокси-2,6,8-триметил-10-фенилдека-4,6-диеновая кислота), а две
L-аминокислоты в положениях 2 и 4 — вариабельны. Общепринятые аббревиатуры
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вариабельных аминокислот указываются в качестве суффикса в названииMCYST. Так,
в структуре наиболее известного и токсичного представителя MCYST — MCYST-LR
(молекулярная масса 994), представленной ниже, присутствуют лейцин (Leu = L) в по-
ложении 2 и аргинин (Arg = R) в положении 4.
Для установленных структур MCYST на рис. 2 схематически представлено распо-
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Микроцистины
Рис. 2. Схематическая структура MCYST
В структуре других представителей MCYST могут содержаться аминокислотные
остатки следующих L-аминокислот: тирозин (Y), гомотирозин (Hty), фенилаланин (F),
метионин (М), триптофан (W), аланин (А) или гомоаргинин (Har) [74]. Варианты ами-
нокислотной последовательности в структуре MCYST и нодуларинов представлены на
рис. 2 [75]. В десяти из установленных структур встречаются модификации в Adda-кис-
лоте в положении 5 : либо деметилирование по метоксигруппе (DMAdda), либо её за-
мена на ацетоксигруппу (−OC−OCH3) (ADMAdda). Другие модификации в структуре
MCYST могут быть вызваны деметилированием метилдегидробутирина (methyldehy-
drobutyrine, Mdha) в положении 7 с образованием дегидробутирина (dehydrobutyrine,
Dhb), деметилированием N -метилсерина (methylserine, MeSer) в положении 3 с обра-
зованием серина (Ser). Модификации в положениях 1, 3, 5, 6 и 7 отражаются в назва-
нии MCYST путём добавления стандартной аббревиатуры замещающей аминокислоты
с указанием номера её положения в кольце, например: [D-Asp3]MCYST-LR [76].
MCYST — химически стабильные соединения, практически не подвергающиеся гид-
ролизу, окислению [77] и не разрушающиеся даже при кипячении [78]. После выделе-
ния из клетки могут находиться в воде водоёмов не разлагаясь до нескольких недель
[79, 80], аккумулироваться в тканях различных организмов и передаваться по пищевым
цепям [11, 81]. В связи с этим систематическое воздействие даже низких концентраций
MCYST (порядка десятков и сотен нанограммов на литр) как в случае питьевого, так
и рекреационного использования вод представляет значительную опасность [82, 83].
Кислотно-основные свойства MCYST-LR изучены значительно лучше по сравнению
с другими структурными вариантами [84]. В структуре MCYST-LR присутствуют две
карбоксильные группы и одна аминогруппа. Значения pKa составляют для карбок-
сильных групп 2,09 и 2,19, для аминной — pKBH+ = 12,48 [85]. В природных водоёмах
MCYST находятся в виде цвиттер-иона. Усреднённое значение рКа для MCYST-LR
составляет 3,3 [85].
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Микроцистины являются гепатотоксинами. Основной механизм токсичности
MCYST — ингибирование протеинфосфатаз (РР) типа 1 и 2A [86, 87]. Токсичность
MCYST изменяется в широком диапазоне от нетоксичных до высокотоксичных ([(6Z)-
Adda5] MCYST-LR, LD50 > 1200 мкг/кг; MCYST-LR, LD50 = 50 мкг/кг) для раз-
личных вариантов структур [88]. Например, опубликованные значения LD50 (мыши,
внутрибрюшинно) для изомеров деметил-MCYST-RR составляют 180–250 мкг/кг, а для
MCYST-RR — 600 мкг/кг [89]. И наоборот, деметилированные производные MCYST-LR
менее токсичны (LD50 = 90 ÷ 300 мкг/кг), чем MCYST-LR (50 мкг/кг). MCYST, со-
держащие гидрофобные аминокислотные остатки, такие как MCYST-LY, MCYST-LW
и MCYST-LF, могут быть более токсичны, чем MCYST-LR [90]. Кроме того, смесь
MCYST может быть более токсичной, чем её отдельные представители [90].
В 1997 г. Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) установила рекомендуе-
мое значение ПДК для MCYST-LR, признанного наиболее токсичным, для питьевой
воды — 1 мкг/л, для рекреационных вод — 20 мкг/л. Однако оценка содержания только
одного представителя MCYST является не совсем правильной, так как другие MCYST
могут обладать сравнимой токсичностью и присутствовать в гораздо большем коли-
честве.
Руководствуясь подобными соображениями, некоторые страны установили свои до-
пустимые пределы содержания MCYST. Так, в Австралии значение нормируемого сум-
марного содержания MCYST для питьевой воды составляет 1,3 мкг/л, в США каждый
штат устанавливает свои ориентировочно безопасные уровни содержания гепатотокси-
нов для рекреационных вод (например, для вод озёр штата Вашингтон — 6,0 мкг/л) [60].
В связи с ростом числа случаев отравления цианотоксинами важно изучить ме-
ханизмы токсичности с целью разработать схемы детоксикации организма. Механизм
основного токсического действия MCYST заключается в ингибировании протеинфос-
фатаз (РР) типа 1. Взаимодействие молекулы MCYST-LR и РР осуществляется при
помощи аминокислотных остатков, входящих в структуру микроцистина, а именно:
Adda-кислоты в положении 5, лейцина в положении 2 и метилдегидроаланина в по-
ложении 7. Конформация МСYST-LR позволяет молекуле связываться с высокой аф-
финностью с РР типа 1, как представлено на рис. 3 [91].
Молекулярное взаимодействие между MCYST и РР изучалось при использовании
методов осаждения иммунных комплексов, авторадиографии, обращённо-фазовой хро-
матографии, рентгеноструктурного анализа, ядерномагнитого резонанса (ЯМР) и си-
муляции молекулярной динамики [91–98]. Методами молекулярного моделирования
и симуляции молекулярной динамики было установлено, что MCYST связываются с РР
в Y-образной полости, содержащей на поверхности каталитические сайты РР1 [95].
В связывании в молекуле MCYST участвуют аминокислоты Glu, Adda, Leu и Mdha,
(рис. 3).
Взаимодействие MCYST-LR, -LA и -LL с ферментами PP1 и РР 2А протекает в две
фазы. Первая (быстрая) фаза длится несколько минут и заключается в инактивации
РР. Вторая (медленная) фаза взаимодействия представляет собой ковалентное связы-
вание, которое протекает в течение нескольких часов [94]. Первоначальное быстрое свя-
зывание и инактивация протеинфосфатазы, вероятно, являются результатом несколь-
ких нековалентных взаимодействий. Карбоксильная группа глутаминовой аминокисло-
ты MCYST-LR взаимодействует с ионами металлов (Fe, Mn) в каталитических сайтах
PP1 [88]. Глутаминовая кислота, по-видимому, является важным компонентом в связы-
вании, так как было установлено, что этерификация снижает токсичность MCYST [88].
Также было установлено, что L-Leu в структуре MCYST-LR участвует в гидрофобном




















Рис. 3. Цикл взаимодействия молекулы MCYST-LR с протеинфосфатазой типа 1:
MDha (через S может взаимодействовать с Сys 273) → Glu (может взаимодействовать
c ионами металлов Fe2+ и Mn2+) → Adda (может взаимодействовать с Ile 130
и Trp 206) → Arg → MeAsp → Leu (может взаимодействовать с Tyr 272) → Ala
взаимодействии с Tyr 272 PP1 [91, 99]. Боковая цепь Adda-кислоты вовлекается в гидро-
фобное взаимодействие между аминокислотными остатками Trp 206 и Ile 130 в гидро-
фобной полости РР1 [99]. Вероятно, что длинная боковая цепь Adda-кислоты помогает
ориентировать молекулу токсина для связывания с каталитическими сайтами [95]. При
изучении вклада Adda-кислоты в проявление токсических свойств было показано, что
упрощение структуры MCYST до дипептида, полученного на основе N -ацетилирован-
ных Adda и единственной дополнительной аминокислоты, сохраняет способность ин-
гибировать PP1 и 2А [100–103]. Дальнейшее упрощение структуры, содержащей Adda-
кислоту, приводит только к неактивным соединениям [104].
Вторая фаза взаимодействия между MCYST и РР состоит в ковалентном связы-
вании [94]. Методом осаждения иммунных комплексов и авторадиографии было пока-
зано, что ковалентная связь образуется при взаимодействии метильной группы Mdha
с тиолом Cys 273, расположенным в C-терминале PP1. Метод ЯМР и рентгеновская
кристаллография подтверждают ковалентную связь с участием Cys 273 в комплексе
MCYST-LR и PP1 [91, 105] и Cys 266 при взаимодействии MCYST с РР2А [102–104].
Замена Cys 273 в PP1 методом направленного мутагенеза привела к потере связывания
с MCYST [103, 107]. Образующаяся в этом положении ковалентная связь, возможно, де-
лает взаимодействие с микроцистином необратимым. Аналоги MCYST, не содержащие
в структуре Mdha, не способны образовывать ковалентную связь с протеинфосфатаза-
ми [93, 94, 98]. Таким образом, любые изменения в структуре молекулы MCYST будут
влиять на его взаимодействие с РР.
Однако, по мнению ряда авторов, ковалентное связывание между MCYST и РР
не является необходимым для ингибирования фермента, поскольку взаимодействия,
происходящие во время первой «быстрой» фазы, уже способны вызвать инактивацию
фермента [99]. Модификации молекул MCYST или РР, осуществляемые для предот-
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вращения ковалентного связывания, в основном снижают, но полностью не исключают
токсическое действие [93, 106].
Гиперфосфорилирование многих клеточных белков является первичным острым
эффектом MCYST. Молекулы MCYST преимущественно воздействуют на клетки пе-
чени млекопитающих, поскольку не способны к проникновению через мембраны клеток
большинства тканей, но активно транспортируются в гепатоциты [107]. Ингибирова-
ние РР в этих клетках приводит к чрезмерной активации рецепторов из-за недоста-
точной регуляции фосфатазами, что приводит к разрушению клеток [108] или проли-
ферации клеток и прогрессированию опухолей [109]. Позднее было установлено, что
и другие представители важных эукариотических регуляторных ферментов — серино-
вых и треониновых протеинфосфатаз (РР3, РР4, РР5) также подвергаются ингибиро-
ванию [106].
Установлено, что микроцистины аккумулируются в организме. В течение 6 дней
примерно 24% принятой дозы выделяется из организма, из которых 9% — через кишеч-
ник и 14,5% — через почки. МСYST-LR в основном концентрируется в печени. Другие
ткани подвергаются воздействию в гораздо меньшей мере [111].
3. Другие виды биологической активности цианотоксинов. Большинство ме-
таболитов цианобактерий проявляют различные виды биологической активности. В на-
стоящее время широко проводятся исследования метаболитов цианобактерий как по-
тенциальных лекарственных средств, обладающих эффективностью и селективностью
действия, противоопухолевой, противовирусной, противомикробной, противомалярий-
ной, антигрибковой активностью, предложено их использование в качестве антифи-
дантов, гербицидов и иммунодепрессантов [112, 113]. Например, сакситоксины — со-
единения, принадлежащие к группе нейротоксичных цианобактериальных метаболи-
тов, — рассматриваются как эффективные анастезирующие и обезболивающие сред-
ства [114, 115]. В ходе клинических испытаний было показано, что неосакситоксин
обеспечивает более выраженный анестезирующий эффект по сравнению с применя-
емыми в настоящий момент аналогами новокаина (bupivacaine) [115], а гониаток-
син 2 может использоваться для лечения патологий, вызванных мышечными спазма-
ми [114].
Анатоксин-а(s) является одним из редких органофосфатов природного происхож-
дения с инсектицидным действием, на основе которого могут быть созданы пестициды
нового поколения. Синтетические органофосфаты, используемые уже давно, растворя-
ются в липидах и имеют тенденцию накапливаться в клеточных мембранах различных
органов человека и животных. В отличие от них анатоксин-а(s) растворяется в во-
де и, следовательно, более подвержен биодеградации. Однако он хуже проникает че-
рез богатые липидами кутикулы и экзоскелет насекомых. Взяв за основу структуру
анатоксина-а(s), вероятно, можно синтезировать вещество, обладающее минимальной
способностью накапливаться в тканях позвоночных, но с сильным эффектом в отно-
шении вредителей сельского хозяйства [116].
С фармакологической точки зрения, MCYST — стабильные гидрофильные цикли-
ческие гептапептиды, вызывающие повреждение клеток в случае доставки при помощи
полипептида, транспортирующего органические анионы (OATP) [117, 118]. Среди та-
ких полипептидов выделяют типы OATP, которые преимущественно экспрессируются
в раковой ткани по сравнению с нормальной тканью, что способствует рассмотрению
некоторых MCYST в качестве потенциальных кандидатов для создания противоопу-
холевых лекарственных средств [117, 119]. Кроме ингибирования PP1 и PP2 MCYST
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также вызывают снижение концентраций глутатиона и образование реакционноспособ-
ных форм кислорода [120].
Возможно также проявление этими соединениями более широкого спектра биологи-
ческой активности.









Более 20 000 клеток/мл
Присутствие токсинов
установлено
Рис. 4. Алгоритм определения
цианотоксинов в природных водоёмах
4. Mетоды определения цианоток-
синов. Для мониторинга состояния во-
ды во время цианобактериальных «цвете-
ний» рекомендуется действовать по алго-
ритму, приведённому на рис. 4 [121]. В слу-
чае превышения относительно безопасно-
го количества клеток токсигенных видов
цианобактерий (средний уровень опасно-
сти — более 20 000 клеток/мл) [6], уста-
новленного методами микроскопии, реко-
мендуется проводить определение присут-
ствия цианотоксинов в природных водо-
ёмах. С этой целью используется ряд био-
логических, биохимических и физико-хи-
мических методов.
4.1. Скрининговые методы анали-
за. Для оценки токсикологического состо-
яния водных ресурсов применяются биологические методы, предполагающие исполь-
зование живых организмов (мышей, беспозвоночных и т. д.). Однако метод биотести-
рования неспецифичен и не очень приемлем этически и экономически [122].
Для скринингового неселективного определения используют биохимические методы
анализа. Для анализа сакситоксинов применяют иммуноферментный анализ с исполь-
зованием поликлональных антител [123–125], на основе которого разработан коммерче-
ский продукт — тест-система Ridascreen™ (R-Biopharm, Darmstadt, Germany). Анализы,
проводимые с использованием данного метода, хорошо зарекомендовали себя для си-
стематического полуколичественного контроля содержания сакситоксинов в моллюсках
[126, 127]. Однако множество структурных вариантов сакситоксинов, присутствующих
в пробах в различных соотношениях, значительно затрудняет анализ данным методом.
Хорошие результаты отмечали при анализе образцов с содержанием dcSTX и GTX 5
с использованием коммерческого продукта Ridascreen ELISA [128], а присутствие в про-
бах неосакситоксина, гониатоксина 1 и 4 приводило к ошибочному определению [129].
Сопоставление результатов, полученных разными методами, показало, что концентра-
ции сакситоксинов, определённые при помощи ELISA, были выше, чем полученные
методом ВЭЖХ, но ниже результатов токсикологических исследований [129].
Рецепторные методы определения анатоксина-а основаны на его сродстве к никоти-
новым рецепторам, что позволяет определять содержание на уровне 10–5000 мкг/л [9].
Кроме того, применяются иммуно-ферментные методы с использованием коммерческих
систем Anatoxin-a ELISA Kit Abraxis.
В настоящее время наиболее применяемым способом анализа антоксина-а(s) яв-
ляется иммуноферментный анализ на ингибирование ацетилхолинэстеразы, разрабо-
танный для органофосфатов. Однако вследствие известной неселективности данного
метода (ацетилхолинэстеразу ингибирует большинство известных органофосфатных
и карбаматных инсектицидов) необходимо проводить исследования с использованием
референтного метода, например при помощи тандемной хромато-масс-спектрометрии,
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для исключения присутствия в пробах инсектицидов. Кроме того, были разработаны
биосенсоры на основе выявления электрохимической активности ацетилхолинэстеразы.
Одноразовые амперометрические датчики имели предел обнаружения анатоксина-а(s)
в дозе 1 мкг/л [130].
Иммуноферментный анализ также используется для скрининга гепатотоксичных
цианометаболитов. Коммерчески доступны наборы ELISA для определения обще-
го содержания гепатотоксинов, произведённые различными компаниями, например
ABRAXIS и ENVIROLOGIX. Пределы количественного обнаружения цианометабо-
литов с использованием коммерческих наборов ELISA обычно составляют около
0,1–2,0 мкг/л, что сопоставимо с уровнем допустимого содержания MCYST-LR в пи-
тьевой воде по рекомендациям ВОЗ (1 мкг/л) и, следовательно, позволяет проводить
анализ без концентрирования.
Однако этот метод позволяет оценить только общее содержание цианотоксинов в об-
разце, но не идентифицировать отдельные изомеры [131]. Известно также [132, 133],
что метод может давать ложноположительные результаты из-за матричных эффектов,
а результаты по тест-системам ELISA, произведённых различными компаниями, могут
различаться [134].
Другим широко используемым методом анализа гепатотоксичных цианометаболи-
тов, в частности MCYST, является исследование ингибирования фосфатазной активно-
сти белков. В вариантах метода, основанных на использовании пара-нитрофенилфосфа-
та в качестве субстрата для рекомбинантного белка фосфатазы 1, измеряют количество
окрашенного продукта реакции — пара-нитрофенола [86, 135, 136]. Разработан вариант
метода для определения гепатотоксинов непосредственно в воде с использованием про-
теинфосфатазы 2A и пара-нитрофенилфосфата, чувствительность которого составила
0,2–1,0 мкг/л [137]. Однако присутствие в образцах некоторых матричных соединений,
например ионов железа Fe3+ и алюминия Al3+ [138], может приводить к недооценке
содержания токсина.
Для скрининга MCYST также используется метод определения 3-метокси-2-метил-
4-фенилмасляной кислоты (MMPB) с использованием газовой хроматографии с пла-
менно-ионизационным детектором или высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии (ВЭЖХ) с флуоресцентным детектором [139]. MMPB является продуктом окисле-
ния характеристической Adda-кислоты в MCYST и нодуляринах [140]. MMPB получа-
ют при помощи окисления перманганатом или периодатом [140] или озонирования [141].
В качестве внутреннего стандарта применяют дейтерий-меченый MMPB [142]. Дан-
ный метод является чувствительным, подходит для определения общего содержания
MCYST и нодуляринов и успешно применяется для определения связанных MCYST
в тканях и осадках [139]. Кроме того, для реализации данного метода не требуются стан-
дартные соединения микроцистинов. Недостатками метода являются невозможность
определения структурных вариантов, а также вероятность получения завышенного ре-
зультата в связи с возможным присутствием в образце неустановленных нетоксичных
продуктов деструкции, содержащих Аdda-кислоту.
Таким образом, использование скрининговых биохимических методов позволяет
определить присутствие и ориентировочное содержание гепато- и нейротоксичных циа-
нометаболитов, помогает уменьшить число образцов, которые требуют полного анали-
тического исследования. Кроме того, быстрое получение результатов может ускорить
принятие нормативных мер, необходимых для защиты пользователей воды.
4.2. Методы селективного определения изучаемых цианотоксинов. Мо-
ниторинг водных объектов с целью определить содержание цианотоксинов часто
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осложняется тем, что образцы могут содержать сложные смеси MCYST и других ме-
таболитов цианобактерий. Например, установлено одновременное продуцирование 19
структурных вариантов MCYST у видов рода Microcystis в США [121]. В связи с этим
для косвенной оценки общей токсичности сложных образцов, содержащих смесь циа-
нотоксинов, необходимо применение селективных физико-химических методов.
4.2.1. Хроматографические методы определения цианотоксинов. Для селективного
определения рассматриваемых токсичных соединений необходимо применение хрома-
тографических методов. Их эффективность зависит от типа используемого детектора
[75, 143, 144]. Например, метод ВЭЖХ с УФ-детектированием может быть недоста-
точно селективным, поскольку MCYST имеют сходные спектры поглощения. Основ-
ной хромофорной группой MCYST, поглощающей при 238 нм, является система со-
пряженных двойных связей в аминокислотном остатке Adda [145] с дополнительным
поглощением ненасыщенной карбонильной группировкой в аминокислотном остатке
Mdha/Mdhb (положение 7 в цикле). Дополнительный максимум при длине волны
222 нм наблюдается только в спектре триптофансодержащих MCYST [144].
Для хроматографического разделения смеси MCYST используется преимуществен-
но обращённо-фазовая хроматография с различными составами подвижной фазы:
нейтральные с добавкой ацетата аммония и ацетонитрила, кислотные с добавлением
трифторуксусной кислоты и ацетонитрила, метанол-содержащие с различными буфе-
рами и значениями рН. Для разделения двух-шести вариантов структур используются
изократические режимы элюирования [146, 148], для более сложных смесей — гради-
ентные [144, 149, 150].
Международная организация по стандартизации установила стандарт определения
и количественного анализа MCYST в природной воде, содержащей биомассу, и в очи-
щенной воде — ISO 20179:2005. Он введён в октябре 2005 г., пересмотрен и подтвер-
ждён в 2014 г. [151]. В методе используется разделение экстракта MCYST методом
ВЭЖХ на обращённо-фазовой колонке с последующим УФ-детектированием. Описан-
ный метод валидирован для количественного определения MCYST-RR, MCYST-YR
и MCYST-LR. Он также применим для определения нескольких структурных вариан-
тов этих MCYST, но однозначная идентификация не предусмотрена из-за отсутствия
коммерчески доступных стандартов и значительных матричных эффектов.
Для детектирования сакситоксинов применяется ВЭЖХ с флуоресцентным детек-
тированием [29]. Поскольку сакситоксины являются слабыми хромофорами, перед де-
тектированием их необходимо модифицировать с применением пред- или послеколо-
ночной дериватизации [152]. Для разделения смеси сакситоксинов в качестве альтеран-
тивы ВЭЖХ предложены методики с использованием капиллярного электрофореза
[153, 154]. Но наряду с такими преимуществами последних, как быстрота проведения
анализа и небольшой расход образца, существенным их недостатком является низкая
чувствительность. Пределы обнаружения в сотни раз выше по сравнению с таковыми
для анализа методом ВЭЖХ с флюоресцентным детектированием.
Для детектирования анатоксина-а применяют хроматографические методы с ис-
пользованием ультрафиолетового (λmax = 227 нм) [155, 156] или флюорометрического
детектора после дериватизациии с 4-фтор-7-нитро-2,1,3-бензоксадиазолом [157], а так-
же тонкослойную хроматографию [158, 159].
Применение физико-химических методов для детектирования анатоксина-а(s) ос-
ложнено рядом проблем. Отсутствие хромофорной группы в структуре анатоксина-а(s)
приводит к невозможности использования УФ-детектирования [160].
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Стоит отметить, что методы ВЭЖХшироко используются для разделения сложных
природных смесей в сочетании с другими методами детектирования. Известны методы
ВЭЖХ-МС для определения сакситоксинов с применением обращённо-фазового раз-
деления [161, 162]. Однако большое содержание водной компоненты в подвижной фазе
и присутствие ион-парных реагентов, применяющихся для улучшения хроматографи-
ческого удерживания, могут нарушать ионизацию аналитов. В [163, 164] представлены
варианты масс-спектрометрического (МС) метода, использующие для разделения сме-
сей жидкостную хроматографию гидрофильных взаимодействий (HILIC), при которой
разделение гидрофильных аналитов достигается без использования ион-парных реа-
гентов при высоком содержании органической компоненты в подвижной фазе.
Таким образом, определение индивидуальных нейро- и гепатотоксинов методом
ВЭЖХ с УФ-детектированием может быть недостаточно селективным, однако её ис-
пользование для разделения сложных природных смесей при МС-детектировании яв-
ляется эффективным.
4.2.2. Масс-спектрометрические методы определения цианотоксинов. Для селек-
тивного определения цианотоксинов используют различные МС-методы анализа. Так,
масс-спектрометрия с ионизацией лазерной десорбцией (МАЛДИ-МС) широко приме-
няется для качественного анализа и структурной идентификации пептидов. Наиболее
достоверным методом определения и идентификации цианометаболитов является соче-
тание жидкостной хроматографии и масс-спектрометрии (ВЭЖХ-МС), которая позво-
ляет не только определять структуры присутствующих метаболитов при использова-
нии тандемной масс-спектрометрии (МС/МС), но и проводить количественный анализ
[114]. При использовании методов ионизации электрораспылением (ИЭР) и МАЛДИ
получаемые масс-спектры в основном представлены пиками молекулярных ионов, что
позволяет установить брутто-формулу анализируемых веществ.
В связи с низкой молекулярной массой соединений группы сакситоксинов их изуче-
ние методом МАЛДИ-МС затруднено. Однако данный метод успешно применяется для
определения комплексов сакситоксинов с белками в биологических образцах [165]. По-
скольку метод МАЛДИ-МС разработан для анализа сложных биоорганических моле-
кул, к которым относятся MCYST, он успешно применяется для их изучения [166, 167].
Достоинствами метода являются минимальная пробоподготовка, малый объём образца,
идентификация структурных вариантов.
В начале 1990-х гг. открытие ИЭР сделало ВЭЖХ-МС более удобным в исполь-
зовании. Был достигнут значительный выигрыш в чувствительности. В 1993 г. метод
ВЭЖХ-ИЭР-МС был впервые применён для количественного определения цианомета-
болитов, включая MCYST и сакситоксины [168]. МС-детектирование изучаемых циа-
нотоксинов осуществляется в режиме регистрации положительных ионов при сканиро-
вании широкого диапазона масс или при использовании режима мониторинга задан-
ных реакций [74, 161, 169, 170]. На сегодняшний момент разработано много вариантов
определения сакситоксинов методом ИЭР-МС при использовании тройных квадрупо-
лей, а также приборов, оснащённых ионной ловушкой [171], времяпролётным детекто-
ром [172], квадрупольных времяпролётных инструментов [173]. Несмотря на это, в ли-
тературе представлено незначительное количество информации о путях фрагментации
сакситоксинов и фрагментных масс-спектров.
Масс-спектрометрия в сочетании с жидкостной хроматографией в настоящее вре-
мя широко используется для обнаружения AN-а из проб природной воды и экстрак-
тов цианобактерий [174–176]. Однако в случае анатоксина-а(s) возможность оптими-
зации пробоподготовки и параметров для масс-спектрометрического детектирования
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существенно затрудняется из-за отсутствия коммерчески доступного стандарта. На се-
годняшний день известны работы лишь одной исследовательской группы, предлагаю-
щей масс-спектрометрический метод для определения анатоксина-а(s) [177].
В настоящее время опубликован ряд зарубежных статей, описывающих различные
подходы МС-идентификации и детектирования MCYST [74, 169, 170, 178, 179]. Для
подтверждающего анализа MCYST часто выбирают ион с m/z = 135 — фрагмент бо-
ковой цепи Adda-кислоты, поскольку он редко наблюдается в фрагментных спектрах
других соединений [74, 180, 181]. В отечественной литературе представлены методы
масс-спектрометрического определения с использованием высокого разрешения [182],
а также оптимизированной аналитической процедуры МС-определения структурных
вариантов цианотоксинов в объектах окружающей среды с использованием более до-
ступных масс-спектрометров низкого разрешения в отсутствие полного набора стан-
дартных соединений [183].
Сравнительный анализ методов, применяемых для определения цианотоксинов,
приведён в табл. 3 [121].
Таблица 3
Сравнительная таблица методов,
применяемых для количественного определения цианотоксинов
Метод исследования
Характеристика
Токс. РРА ИФА ВЭЖХ MMBP
ВЭЖХ- МАЛДИ-
МС/МС МС/МС
Низкая стоимость + + + + + − −
Быстрый результат + ++ ++ ++ + ++ ++
Чувствительность − ++ ++ + + ++ ++
Оценка токсичности ++ ++ − − − − −
Детектирование
++ ++ ++ + ++ ++ ++новых МСYST
Идентификация
индивидуальных − − − ++ − ++ +
МСYST
П р и м е ч а н и я. 1. Обозначения в таблице: «−» — метод не подходит; «+» — применение связано
с некоторыми сложностями; «++» — метод подходит, есть потенциал для его развития. 2. Токс. — ток-
сикологические исследования, РРА — ингибирование фосфатазной активности, ИФА — иммунофер-
ментный анализ, MMPB— метод определения суммарного содержания MCYST по продукту окисления
характеристической Adda-кислоты.
На основании приведённого выше обсуждения и данных сравнения методов для
определения структурных вариантов большинства цианотоксинов установлено, что
МС-методы являются наиболее достоверными. Таким образом, применение современ-
ных методов масс-спектрометрии позволяет успешно изучать токсичные метаболиты
цианобактерий.
При использовании метода масс-спектрометрии необходима предварительная под-
готовка пробы. Поскольку цианотоксины являются минорными компонентами в сос-
таве сложных природных смесей, главными задачами пробоподготовки являются из-
влечение и концентрирование целевых компонентов, а также снижение влияния матри-
цы [184]. Подготовка пробы воды для определения внеклеточных (выделившихся) ток-
синов осуществляется методом твердофазной экстракции с применением коммерчески
доступных патронов Oasis HLB (Waters), которые благодаря развитой гидрофильно-
липофильной поверхности сорбента способны удерживать широкий диапазон полярных
соединений [169, 184, 185].
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Существующие процедуры пробоподготовки для извлечения внутриклеточных ток-
синов основаны на разрушении клеточных стенок цианобактерий с последующей
ультразвуковой экстракцией при использовании водно-спиртовых составов [121]. Вклю-
чение в процедуру подготовки пробы этапа осаждения белковых соединений ацето-
нитрилом с последующей экстракцией водно-ацетонитрильными составами позволяет
повысить селективность и эффективность извлечения MCYST [186].
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